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基础 研究 


平 伐 他 汀 通过 上 调动 脉 粥 样 硬化 大 电 血 管 壁 Bcl-2 答 白 的 表达 


而 抑制 细 肥 凋 亡 


AIE, F 辉 , 康 品 方 , 陈 天 平 , 李 妙 男 , 朱 建 ,高 大 胜 , 张 恒 , 王 洪 巨 
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摘要 :目的 探讨 辛 伐 他 汀 对 动脉 粥 样 硬化 (AS) 大 鼠 模 型 血管 壁 细胞 凋 亡 `.Bcl-2 和 蛋白 的 表达 干预 作用 。 方 法 高 脂 饲 料及 腹腔 
注射 维生素 D; 复 制 大 鼠 AS 模 型 ,随机 分 为 对 照 组 (a=10) 给 予 普 通 饲料 喂养 ,实验 组 (z=13) 给 予 高 脂 饲料 喂养 ,干预 组 (za=13) 
给 予 高 脂 饲料 喂养 基础 上 加 用 辛 伐 他 汀 干预 ,11 周 后 取 胸 主动 脉 ,观察 其 斑 块 变化 。 采 用 免疫 组 化 Elivision 法 测定 AS 血管 壁 
中 Bcl-2 蛋 白 表 达 。 通 过 末端 脱氧 核 苷 酸 转 移 酶 介 导 的 dUTP 缺 口 末端 标记 (TUNEL) 法 检测 细胞 凋 亡 指数 (AI) ,分 析 各 组 中 
Bcl-2 表 达 及 AI 变化 。 结 果 与 对 照 组 比较 ,Bcl-2 和 蛋白 的 表达 在 实验 组 明显 降低 (P<0.05) ; 而 与 实验 组 比较 ,干预 组 Bcl-2 和 蛋白 


的 表达 明显 升 高 (P<0.05), 且 与 对 照 组 比较 无 差异 。 同 时 ,AI 在 各 组 中 的 变化 比较 则 相反 ,差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 结 
论 辛 伐 他 汀 抗 大 鼠 AS 的 作用 可 能 与 上 调 Bcel-2 和 蛋白 表达 ,进而 抑制 细胞 凋 亡 相关 。 


关键 词 :动脉 呢 样 硬化 ;细胞 凋 亡 ; 辛 伐 他 汀 ;Bcl-2; 免 疫 组 织 化 学 


Effects of simvastatin on aortic vascular endothelial cell apoptosis and Bcl-2 protein 


expression in a rat model of atherosclerosis 
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Abstract: Objective To explore the effects of simvastatin on vascular endothelial cell apoptosis and Bcl-2 protein expression in 
the aorta in a rat model of atherosclerosis. Methods Thirty-six rats were randomized into control group (n=10), atherosclerosis 
model group (n=13) and simvastatin intervention group (n=13). In the latter two groups, rat models of atherosclerosis were 
established by intraperitoneal injection of vitamin D3 combined with high-fat feeding for 6 weeks, and the control rats were 
fed with regular diet. In the intervention group, the rats were further fed with high-fat diet with daily simvastatin treatment 
for 4 weeks. After the treatments, the pathological changes and plaque in the thoracic aorta were observed, and the expression 
of Bcl-2 protein was detected with immunohistochemistry. TUNEL assay was used to determine the apoptosis index (AI) of the 
vascular endothelial cells. Results Compared with that in the control group, Bcl-2 protein expression in the aorta of 
atherosclerotic rats was significantly decreased (P<0.05); simvastatin treatment obviously increased the expression of Bcl-2 
protein in atherosclerotic rats (P<0.05) to a level similar to that in the control group. The AI was the highest in the model group 
(P<0.05) and comparable between the control and simvastatin treatment group. Conclusion The therapeutic effect of 
simvastatin against atherosclerosis is probably mediated by up-regulation of Bcl-2 protein, which inhibits vascular endothelial 


cell apoptosis in rats with aortic atherosclerosis. 
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目前 的 研究 认为 动脉 粥 样 硬化 (AS ) 是 一 种 渐进 性 
疾病 ,发 病 过 程 中 脂 质 沉积 ,内 膜 层 增 厚 ,形成 动脉 呢 样 
硬化 斑 块 "。 动 脉 粥 样 硬化 形成 机 制 复杂 ,大 量 研究 表 
明细 胞 凋 亡 在 AS 的 产生 机 制 中 起 重要 作用 ”3。 在 AS 
的 病理 过 程 中 , 脂 质 的 氧化 修饰 和 炎症 反应 的 调节 均 涉 
及 到 细胞 凋 亡 ,Fortilin 和 蛋白 可 以 通过 减少 巨 哈 细胞 凋 
疡 而 促进 动脉 粥 样 硬 化 的 进程 s。 血 管 平滑 肌 细 胞 和 
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巨 噬 细 胞 的 凋 亡 增殖 比例 与 动脉 便 化 斑 块 的 形成 和 破 
RA RIR 

Bcl-2 和 蛋白 是 外 在 和 内 在 细胞 凋 亡 信号 通路 的 主要 
调节 和 蛋白 7, 在 AS 过 程 中 的 脂 类 物质 的 氧化 应 激 和 炎 
症 细胞 的 增殖 凋 亡 中 发 挥 重要 的 调节 作用 。 近 年 研 
究 发 现 他 汀 类 药物 可 通过 影响 AS 血管 的 细胞 凋 亡 和 增 
殖 而 发 挥 抗 AS 作用 ”, 但 其 详细 机 制 尚 不 清楚 。 本 研 
究 拟 通过 免疫 组 化 法 检测 AS 大 鼠 血管 壁 中 凋 亡 相 关 基 
Bel-2 的 蛋白 表达 及 应 用 原 位 末端 TUNEL 法 检测 细胞 
AI, 探讨 AS 过 程 中 细胞 凋 亡 的 变化 .细胞 凋 亡 机 制 在 动 
脉 粥 样 硬化 中 所 起 的 作用 以 及 辛 伐 他 汀 独立 于 调 脂 之 外 
的 对 AS 的 可 能 干预 作用 ,为 临床 治疗 提供 理论 依据 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 与 试剂 

SD 雄性 健康 大 鼠 36 只 ,清洁 级 ,体质 量 80~100 g, 
购 自 浙江 省 实验 动物 中 心 。 维 生 素 D;( 通 用 药 业 ); 丙 基 
硫 氧 喀 啶 ( 朝 上 晕 药 业 ); 胆 酸 钠 及 胆固醇 (天 启 化 工科 技 ); 
辛 伐 他 汀 (每 降 之 , 默 沙 东 ); 猪 油 为 市 售 食用 猪 油 。 
1.2 模型 建立 

所 有 大 鼠 应 用 标准 饲料 适应 性 喂养 1 周 , 随 机 分 为 
对 照 组 10 只 ,干预 组 13 只 ,实验 组 13 只 。 对 照 组 喂 以 
普通 饲料 ,干预 组 和 实验 组 均 于 实验 前 一 次 性 腹腔 内 注 
射 维生素 D;(600 000 U/kg) ,再 喂 以 高 脂 饲料 (配方 为 : 
0.2% PS Tint SA ME 0.5% FPR EA .3% 胆 固 醇 .3% 白 糖 、 
10% 猪 油 .81.3% 基 础 饲料 )。6 周 以 后 ,干预 组 在 原 喂 养 
基础 上 加 用 辛 伐 他 汀 5 mg/kg dE S ,对 照 组 和 实验 
组 则 给 予 相同 体积 的 生理 盐水 进行 灌 胃 ,继续 喂养 4 
周 。 所 有 大 鼠 均 按 实验 室 标准 流程 饲养 。 
1.3 标本 处 理 与 收集 

饲养 11 周 后 ,所 有 动物 于 实验 结束 时 ,10% 水 合 氧 
醛 溶液 以 0.3 mL/100 g 腹 腔 注 射 麻醉 下 , 剖 胸 取 胸 主动 
脉 ,所 取 标 本 组 织 应 用 10% 组 冲 福 尔 马 林 固 定 液 固定 ， 
常规 石蜡 包 埋 .切片 HE 染色 , 光 镜 下 观察 胸 主 动脉 标 
本 组 织 形 态 。 
1.4 免疫 组 化 法 

Bcl-2 试 剂 盒 购 自 Santa Cruz 公 司 ,应 用 免疫 组 化 
Elivision 法 对 各 组 组 织 标本 进行 Bcl-2 和 蛋白 表达 检测 , 
操作 步骤 按 试剂 说 明 书 进行 。 
1.5 TUNEL 细胞 凋 亡 原 位 检测 

原 位 细胞 凋 亡 (TUNEL) 检 测试 剂 盒 购 自 Roche 公 
司 ,应 用 TUNEL 法 对 各 组 组 织 标本 进行 凋 亡 细胞 检测 ， 
操作 步骤 按 试剂 说 明 书 进行 。 
1.6 结果 判断 

Bcl-2 和 蛋白 检测 :Bcl-2 和 蛋白 阳 性 着 色 通 常 位 于 血管 
壁 内 膜 层 或 中 膜 层 淋巴 细胞 .血管 平滑 肌 细 胞 .血管 内 
皮 细 胞 和 巨 噬 细 胞 的 胞 浆 或 胞 膜 上 ,呈现 为 标 黄色 颗粒 
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1 血管 组 织 HE 染 色 结果 


样 物质 。 采 用 半 定 量 法 进行 统计 ,每 张 切 片 随机 观察 10 
个 高 倍 视野 ,每 个 视野 计数 200 个 细胞 ,观察 阳性 细胞 
的 显 色 度 并 统计 阳性 细胞 数量 , 按 阳 性 细胞 所 占 百分比 
进行 统计 评分 。 细 胞 不 着 色 为 0 分 ,浅黄 色 为 1 分 ,黄色 
为 2 分 , 棕 褐 色 为 3 分 ;阳性 细胞 <10% 计 0 分 ,10%~50% 
计 1 分 ,51%~75% 计 2 分 ,>75% 计 3 分 ,两 者 分 数 相 乘 ， 
得 分 为 0 分 为 阴性 (-),1~4 分 为 弱 阳 性 (+) ,>4 分 为 强 阳 
性 (++)。 

TUNEL 结 果 判 定 :阳性 着 色 细 胞 呈 标 黄色 ,位 于 细 
胞 核 ,为 固 缩 状 ,高 倍 镜 下 呈现 碎 点 或 碎 块 样 ,每 张 切 片 
随机 观察 10 个 高 倍 视野 ,每 个 视野 计数 200 个 细胞 , 统 
计 阳 性 细胞 数量 ,计算 AI,AI= 凋 亡 细 胞 个 数 /所 有 细胞 
个 数 x100%, 以 AI 反 映 各 组 细胞 油 亡 的 程度 ,AI<5% 为 
阴性 (-),AI 为 5%~10% 为 弱 阳 性 (+),AI>10% 为 强 阳性 
(++), 
1.7 统计 学 处 理 

应 用 IBM SPSS 软件 进行 统计 分 析 , 计 数 资料 采用 
秩 和 检验 , 当 P<0.05 认 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

在 整个 动物 饲养 实验 过 程 中 出 现 4 只 大 鼠 死 亡 ,分 
别 是 对 照 组 1 只 ,干预 组 1 只 ,实验 组 2 只 。 
2.1 病理 形态 学 改变 

光 镜 下 对 照 组 主动 脉 组 织 内 膜 、 中 膜 、 外 腊 3 层 结 
构 完整 ,层次 分 界 清楚 ,内 膜 层 薄 、 未 见 斑 块 ;干预 组 内 
膜 层 局 部 有 斑 块 形成 ,泡沫 细胞 较 少 ,内 膜 增 生 程度 较 
轻 , 弹 力 纤 维和 胶原 纤维 排列 较 对 照 组 紊乱 。 实 验 组 内 
膜 层 结构 较 前 两 组 明显 增 厚 , 脂 质 斑 块 浸润 ,并 见 有 较 
多 泡沫 细胞 聚集 ,平滑 肌 细 胞 .弹力 纤维 和 胶原 纤维 
排列 较 亲 乱 , 中 膜 弹 力 纤维 也 较 对 照 组 和 干预 组 增 粗 
(图 1)。 
2.2 免疫 组 化 结 

免疫 组 化 结果 表明 ,Bcel-2 蛋 白 的 阳性 颗粒 主要 存 
在 于 血管 壁 内 膜 层 和 中 膜 层 淋巴 细胞 、 血 管 平滑 肌 细 


Fig.1 HE staining of the aortic tissue in different groups. A: Control group; B: Experimental group; C: Intervention group (HE 


staining, original magnification: x100). 
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胞 .血管 内 皮 细 胞 和 巨星 细胞 的 胞 浆 或 胞 膜 上 ,呈现 出 
棕 黄 色 颗 粒 样 物 质 。 在 3 组 中 Bcl-2 蛋白 均 有 不 同 程度 的 
表达 ,表达 水 平 在 实验 组 明显 低 于 对 照 组 及 干预 组 (P 
均 <0.05), 干 预 组 和 对 照 组 比较 无 统计 学 意义 ( 表 1、 图 2)。 
2.3 TUNEL 原 位 检测 结果 

凋 亡 细 胞 的 细胞 核 呈 棕 黄 色 . 固 缩 状 ,高 倍 镜 下 呈 
碎 块 状 或 碎 点 状 , 主要 发 生 于 血管 平滑 肌 细胞 .血管 内 
皮 细 胞 及 巨 噬 细 胞 ,实验 结果 表明 实验 组 AI 明显 高 于 


对 照 组 及 十 预 组 (P 均 <0.05) ,对 照 组 与 干预 组 比较 无 统 
计 学 意义 ( 表 2、 图 3)。 


图 2 Bcl-2 蛋 白 在 各 组 的 表达 结果 


表 1 各 组 Bcl-2 蛋 白 的 表达 水 平 比较 


Tab.1 Expression level of Bcl-2 protein in the 3 groups 


Bcl-2 protein 


Group n 

+ ++ 
Control group 9 1 3 5 
Experimental group* 11 6 4 1 
Intervention group“ 12 2 5 5 
Total 32 9 12 11 


*P<0.05 vs control group, “P<0.05 vs experimental group. 


Fig.2 Expression level of Bcl-2 protein in the aortic tissue in the 3 groups. A: High expression of Bcl-2 protein in the control 


group; B: Lower expression of Bcl-2 protein in the experimental group; C: High expression of Bcl-2 protein expression in the 


intervention group (Elivision method, x100). 


表 2 各 组 细胞 凋 亡 指数 比较 
Tab.2 The level of Al in the 3 groups 


Al 
Group n 

+ ++ 
Control group 9 5 1 
Experimental group* 11 1 3 7 
Intervention group* 12 4 7 1 
Total 32 10 13 9 


*P<0.05 vs control group, “P<0.05 vs experimental group. 


3 讨论 

近年 研究 表明 细胞 凋 亡 在 AS 的 形成 和 发 展 中 发 
挥 重 要 作用 ,在 AS 斑 块 上 的 血管 平滑 肌 细胞 . 巨 鸣 细 胞 、 
血管 内 皮 细 胞 工 淋巴 细胞 均 有 细胞 凋 亡 现象 发 生 …。 
本 研究 发 现在 3 组 大 鼠 的 血管 壁 中 均 检 测 到 的 凋 亡 细 
胞 ,主要 是 血管 内 皮 细 胞 .血管 平滑 肌 细 胞 以 及 巨 喉 细 
胞 ,实验 组 AI 明显 高 于 对 照 组 及 干预 组 大 鼠 (P< 
0.05)。 研 究 也 发 现实 验 组 Bcl-2 和 蛋白 表达 明显 低 于 对 
照 组 及 干预 组 (P<0.05) ,然而 ,AI 及 Bcl-2 和 蛋白 表达 在 
干预 组 与 对 照 组 间 无 统计 学 意义 。 

在 本 研究 中 光 镜 下 对 照 组 主动 脉 组 织 内 膜 . 中 膜 、 
外 膜 3 层 结构 完整 ,层次 分 界 清楚 ,内 膜 层 薄 .未 见 斑 
块 ;干预 组 内 膜 层 局 部 有 斑 块 形成 ,泡沫 细胞 较 少 ,内 膜 


增生 程度 较 轻 ,弹力 纤维 和 胶原 纤维 排列 较 对 照 组 率 
乱 。 实 验 组 内 膜 层 结构 较 前 两 组 明显 增 厚 , 脂 质 斑 块 浸 
润 ,并 见 有 较 多 泡沫 细胞 聚集 ,平滑 肌 细 胞 .弹力 纤维 和 
胶原 纤维 排列 较 率 乱 , 中 膜 层 胶原 纤维 和 弹力 纤维 也 较 
对 照 组 和 干预 组 增 粗 。 

血管 内 皮 细 胞 的 损伤 和 功能 障碍 是 AS 的 始 动因 
素 ,参与 启动 AS 过 程 ,血管 平 请 肌 细 胞 和 巨 吻 细 胞 的 凋 
亡 则 可 导致 动脉 粥 样 硬 化 斑 块 的 不 稳定 "。 在 不 稳定 
斑 块 上 有 大 量 的 凋 亡 细 胞 ,并 可 导致 斑 块 破裂 ,诱发 急 
性 冠 脉 综 合 征 的 发 生 ,特别 是 对 血管 壁 中 工 细 胞 的 功能 
影响 中 。 有 报道 指出 血管 内 皮 细 胞 的 凋 亡 可 通过 miR- 
155 和 蛋白 表达 调节 ,同时 也 与 低 密度 脂 蛋 白 的 氧化 密切 
FASE? 。 本 研究 中 我 们 应 用 TUNEL 法 在 实验 组 大 鼠 
的 血管 壁 中 检测 到 较 多 的 凋 亡 细胞 ,主要 是 淋巴 细胞 、 
血管 内 皮 细 胞 .血管 平滑 肌 细 胞 以 及 巨 噬 细 胞 ,实验 组 
AI 明显 高 于 对 照 组 大 鼠 ,结果 表明 在 AS 过 程 中 有 细胞 
凋 亡 机 制 参与 ,并 且 在 AS 过 程 细胞 凋 亡 明 显 增 加 。 

凋 亡 调节 异常 是 AS 病变 进展 中 的 重要 因素 ,参与 
斑 块 的 发 生 , 以 及 斑 块 的 稳定 性 “”。 细 胞 凋 亡 已 被 确 
We AS 的 重要 特征 ,通过 干预 细胞 凋 亡 过 程 可 发 挥 抗 
AS 作用 哑 。 有 研究 表明 细胞 调 亡 过 程 受 Bax 和 Bcl-2 
基因 表达 比例 的 调控 ,Bcl-2 为 抗 凋 亡 基因 ,而 Bax 为 促 
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图 3 各 组 的 细胞 凋 亡 指数 


Fig.3 The level of AI of the aortic endothelial cells in the 3 groups. A: Moderate level of AI in the control group; B: High level of AI 
in the experimental group; C: Moderate level of AI in the intervention group (Elivision method, x100). 


凋 亡 基因 ,两 者 比例 增加 ,表现 为 细胞 增殖 ,反之 , 凋 亡 
增加 ”"。Becl-2 主 要 参与 细胞 凋 亡 的 线粒体 途径 ,其 表达 
增加 可 引起 细胞 增殖 ,表达 下 调 则 导致 凋 亡 增加 中” 。 
研究 表明 在 AS 斑 块 中 ,Bcl-2 参 与 血管 平滑 肌 细胞 、 血 
管内 皮 细 胞 和 巨 鸣 细 胞 的 凋 亡 过 程 ,特别 是 对 巨 鸣 细 胞 
的 细胞 凋 亡 发 挥 重要 作用 ”。Thorp” 通过 人 研究 apoE 
基因 敲 除 的 AS 小 鼠 , 发 现 Bcl-2 在 巨 蜂 细胞 的 凋 亡 过 程 
中 发 挥 抗 凋 亡 作 用 。 在 糖尿 病 大 鼠 动物 模型 中 也 发 现 
了 同样 的 现象 。 我 们 研究 发 现实 验 组 Bcl-2 和 蛋白 表 
达 明 显 低 于 对 照 组 (P<0.05), 并 且 主 要 表达 于 血管 壁 的 
血管 平滑 肌 细 胞 淋巴 细胞 和 巨星 细胞 的 胞 膜 或 胞 浆 
内 ,结果 表明 Bcl-2 和 蛋白 在 AS 血管 壁 中 的 低 表达 表明 其 
通过 促进 细胞 凋 亡 在 AS 过 程 中 发 挥 作用 。 我 们 还 发 
现 ,实验 组 的 AI 显著 高 于 干预 组 ,Bcl-2 和 蛋白 表 达 明 显 
低 于 干预 组 ,而 AI 及 Bcl-2 和 蛋白 表达 在 干预 组 与 对 照 组 
间 无 统计 学 意义 ,这 表明 辛 伐 他 汀 可 通过 上 调 Bcl-2 基 
因 表达 发 挥 抗 AS 作用 。 既 往 研 究 证 实 他 汀 类 药物 可 直 
接 影 响 细 胞 的 生存 ,具有 独立 于 调 脂 之 外 的 抗 炎 性 反应 
的 作用 ,通过 抑制 炎 性 反应 从 而 调控 淋巴 细胞 E 
胞 细胞 凋 亡 过 程 汪 。 同 时 早期 应 用 他 汀 类 药物 后 ,激活 
的 T 淋 巴 细胞 对 血管 内 皮 细 胞 的 损伤 明显 被 抑制 ,血管 
内 皮 细 胞 的 凋 亡 也 明显 减少 ,破裂 破 溃 的 不 稳定 斑 块 
逐渐 趋 于 稳定 ,可 预防 心 脑 血管 事件 的 发 生 的 。 应 用 他 
汀 类 药物 干预 后 的 患者 冠 心病 的 死亡 率 和 心肌 梗死 的 
发 生 率 均 明 显 下 降 ,特别 是 急性 冠 脉 综合 征 的 发 生 率 也 
明显 降低 。 

总 之 ,在 AS 过 程 中 有 细胞 凋 亡 机 制 参与 , 辛 伐 他 汀 
可 以 抑制 大 鼠 AS 的 细胞 凋 亡 ,从 而 延缓 或 阻碍 AS 的 发 
展 ,其 作用 机 制 可 能 是 通过 上 调 Bcl-2 基因 表达 发 挥 抗 
AS 作用 ,本 文 研究 结果 为 辛 伐 他 汀 在 抗 AS 中 提供 可 能 
的 新 理论 依据 。 
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